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screened by explicit  solvent molecular dynamics  simulations  (MD)  followed by experimental validation. Five 
candidates gave dose–response surface plasmon resonance signals with dissociation constants in the micromolar 



















Other  examples  of  binders  are  antibodies  fragments,  such  as  single  domain  antibodies  (also  known  as 






















As  a  test  case  we  have  chosen  β2‐microglobulin 
(β2m), a well characterized15 12 kDa protein included  in  
a    test    panel    for  the  prediction  of  ovarian  cancer 
aggressiveness.16  β2m  also  accumulates  in  patients 
















bash  script  embedding  functionalities  from  GROMACS,23  AMBERTOOLS1224  and  AutoDock  Vina.25  (See  the 
Materials and Methods section for a detailed description on the computational procedures.) At each step, as can 
be  seen  in  Fig.  1a:  (i)  one  peptide  residue  is  randomly  selected, mutated  to  other  random  residue,  and 
subsequently energy minimization is carried out in the new structure (RESIDUE SELECTION & MUTATION), (ii) a 
replica  exchange  molecular  dynamics  (REMD)  simulation  is  performed  to  sample  the  binder/target 
conformational space (SAMPLING), (iii) representative conformations are selected  by  clustering the obtained 
configurations  with  the  Daura’s  algorithm,21  (CLUSTERING),  and  (iv)  the  binding  aﬃnities  of  the  cluster 
representatives are scored with AutoDock Vina and the conformation with the lowest binding score value (from 



















 Fig.  2  (a)  Structure  of  β2‐
microglobulin (gray) bound to the 
optimized  peptide  461  (blue). 
The β2m binding site is composed 
by  A,  B,  E,  D  b‐sheet‐forming 
strands  (red).  The  β2m  lysine 
residues  are  also  highlighted 
(yellow).  (b)  Evolution  of  the 
scoring  energies  of  the  three 
Monte Carlo  replicas  (TMC = 0.3, 
0.6,  0.9  kcal  mol—1)  during  a 
typical run. Low score and soluble 
peptides  (green  crosses)  are 
selected for successive screening. 
Selected configurations along the 












the  solvent accessible  surface area  (SASA) of  the hydrophobic groups of  the binding  site of  β2m and of  the 
peptide,  and  the  average  root  mean  square  fluctuations  (RMSF)  of  peptide  backbone  showed  negligible 
diﬀerences among candidates, while the scoring energy, the distance and root mean square deviation (RMSD) 

















dose  response  signals  and  were  further  analyzed.  The  experimental  curves  corresponding  to  diﬀerent 
concentrations of pepƟdes  (Fig. 3e  for pepƟde 461 and  in Fig. S2 (ESI†) for the other sequences) were fiƩed 
according  to  a  single  exponential  binding model with  1  :  1  stoichiometry.  This  kinetic  analysis  led  to  the 
estimation of dissociation constant values reported in Table S2 (ESI†), all in the micromolar range. 
Sequence 461 was chosen as, among the peptides with a linear SPR response, it had the highest signal/noise 










 Fig.  3  (a–c)  Primary 
screening:  MD  simulation 
results.  (a)  Average  scoring 
energy, (b) separation distance 
between β2m binding site (BS‐
Β2M)  and  peptide,  and  (c) 
RMSD  of  BS‐Β2M  +  peptide 
along  the  simulation  time.  (d) 
Secondary  screening:  SPR 
signals  of  eleven  selected 
peptides  at  six  different 
concentrations.  (e)  Overlay  of 













designed  for.  15N NMR was  showing very minor  chemical  shifts  in  the 2D  [15N,1H] HSQC  spectra during  the 

















































To  investigate  the  ability  of  the  computationally  designed  peptide  to  immobilize  β2m  with  a  selective 
orientation we used  an Atomic  Force Microscopy  (AFM) based quantitative method.  In  this  approach, both 























the  successful generation of  (d),  the cyclic peptide–DNA assemblage  is  ready  to be used  for protein  recognition  (e),  in our case  β2‐
microglobulin (β2m). The AFM micrographs corresponding to (d–e) are shown in (f and g). AFM topographic height measurements were 
carried out on (f and g) and the change in height is shown in (h). The change in height became the binding signal of cyclic peptide towards 










subset of binding  sites accessible by  in vivo  selection.  In  this  first proof‐of‐concept  the optimization did not 
include any bias to guarantee the peptides selectivity, which is reflected on their tendency to form aggregates at 
high  concentration. Nevertheless,  the  designed  peptides  have  shown  to  be  capable  of  binding  their  target 






































(Schiltigheim,  France).  Thiol  modified  (with  C6  linker)  single  stranded  (ss)  DNA  (SH‐(CH2)6‐50‐
CTTCACGATTGCCACTTTCCAC‐30) and  its corresponding complementary DNA with amino‐C6‐link (NH2‐ (CH2)6  ‐


































Δδ  (ppm)  =  [(ΔδH)2  +  (ΔδN/6.5)2]1/2 where  ΔδH  and  ΔδN  are  the  chemical  shift  variations  for  1H  and  15N, 
respectively.33 










added  to  the  oligonucleotide  solution  and  incubated  at  room  temperature  for  2  hours.  The  4FB‐modified 
oligonucleotide was  desalted  into conjugation buffer (100 mM  phosphate,  150  mM  NaCl,  pH 6.0). (iii) Peptide–








ssDNA  solution  (22 bps with C6‐linker, 1 µM  ssDNA  in  IM NaCl, TE1X) was dispensed onto  the  top‐oligo‐
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